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El trasplante renal es una de las opciones terapéuticas en la Insuficiencia 
Renal Crónica Terminal (IRCT). Sin embargo, a pesar de las sofisticadas 
técnicas de preservación, dicho tejido inevitablemente sufrirá algún daño debido 
a la isquemia y reperfusión (I/R) que experimentará al ser extraído del donante, 
lo que repercutirá en la sobrevida del riñón. Para contrarrestar dicho daño, se 
han estudiado proteínas activadas durante la exposición a isquemia-hipóxica, 
las cuales tendrían un rol protector. Dicho rol impulsaría el desarrollo 
terapéutico en pacientes con IRCT o trasplantados, extendiendo la sobrevida 
del riñón.  
 
Recientemente se estableció que NFAT5 (Nuclear Factor 5 of Activated T-
cell, también conocida como TonEBP, Tonicity-Responsive Enhacer Binding 
Protein) es activado durante la I/R in vivo y durante la hipoxia e 
hipoxia/reoxigenación (H/R) in vitro. La presente investigación analiza otras 
proteínas inducidas por hipoxia, las cuales también tendrían un rol protector, 
participando en mecanismos de reparación celular.  
 
Utilizando cultivos celulares de fibroblastos embrionarios de ratón (MEF), se 
analizó el comportamiento de dos proteínas; NFAT5 y HIF-1α (Hypoxia-
inducible factor 1-alpha). Además, se estudiaron los efectos que estas proteínas 
tienen sobre algunos de sus genes blancos, entre ellos; AQP1 (Aquaporin 1), 
HSP70 (Heat Shock Protein) e iNOS (Induced Nitric-Oxide Sinthase), los cuales 
se han visto involucrados en la respuesta a la hipoxia y sobre los cuales recae 
la hipótesis que la activación de NFAT5 durante la hipoxia e H/R, aumenta la 
transcripción de los genes AQP1, HSP70 e iNOS. Se identificó la presencia y 







CAPÍTULO 1. INTROCUCCIÓN  
 
 
En los mamíferos superiores la respuesta a la hipoxia es compleja, 
incluyendo adaptaciones de la función respiratoria, hemodinámica, del 
metabolismo intermedio y de la función renal. La respuesta a la hipoxia puede 
esquematizarse en tres sistemas: detección o sensor de oxígeno, regulación, 
mediante el control de la expresión de una amplia serie de genes con 
elementos de respuesta hipóxica y efector múltiple, que incluye no sólo 
expresión de genes, sino múltiples cambios funcionales, que van desde la 
estimulación de moléculas vasodilatadoras (angiogénesis), el metabolismo del 
hierro, el metabolismo de la glucosa, migración, proliferación, crecimiento y 
supervivencia celular, hasta variaciones en la afinidad de la hemoglobina por el 
oxígeno. La adaptación a la baja tensión de oxígeno (hipoxia) en células y 
tejidos conduce a la inducción de factores de transcripción, en este contexto, 
dichos factores actúan para orientar y adaptar, o más gráficamente, reclutar la 
expresión génica hacia patrones determinados de respuesta (Caramelo C, 
2006). 
 
Estudios anteriores han intentado demostrar los procesos moleculares 
ocurridos en tejidos sometidos a hipoxia, es por esto que en el Laboratorio de 
Fisiología Integrativa Molecular ubicado en el Centro de Investigación 
Biomédica de la Facultad de Medicina en la Universidad de los Andes, se 
desarrolló un proyecto que busca identificar y evaluar los procesos moleculares 
de genes blancos de la proteína NFAT5, donde se utilizaron técnicas de cultivo 
en líneas celulares de ratón MEF (Mouse Embryonic Fibroblast), nativas (Wild 
type) y que no expresan NFAT5 (Knock out), las cuales fueron sometidas a 
distintas condiciones de hipoxia e H/R. Para determinar la abundancia proteica 





Conocer estos procesos moleculares tiene gran implicancia en el área de 
salud, ya que al evaluar los mecanismos ejercidos, las proteínas relacionadas y 
su función, permiten a futuro el desarrollo de nuevas terapias de protección 
celular en diferentes tejidos, particularmente en riñón, ayudando incluso a 
pacientes afectados por insuficiencia renal y trasplantados, extendiendo la 
















CAPÍTULO 2. MARCO TEÓRICO 
 
 
La Enfermedad Renal Crónica (ERC) es la reducción progresiva e 
irreversible del filtrado glomerular, a la que se llega por múltiples causas. Las 
personas con ERC temprana tienden a no presentar síntomas, pero la 
enfermedad se logra detectar a través de un análisis de laboratorio evaluando 
los niveles de la creatinina sérica y urinaria. Debido a la falta de síntomas 
específicos, a menudo no se diagnostica o se diagnostica tarde, siendo el 30% 
de las personas con ERC avanzada, derivadas tarde a los servicios de 
nefrología, aumentando así la morbi-mortalidad. El estadío más grave de la 
ERC es la insuficiencia renal crónica terminal (IRCT), cuya dimensión implica la 
dependencia permanente del paciente al tratamiento renal sustitutivo mediante 
diálisis o trasplante renal (Maceira M, 2013). 
 
El trasplante renal es un aloinjerto de un donante con el fin de reemplazar la 
función de los riñones que sufrieron un daño irreversible, es una posibilidad 
terapéutica completamente desarrollada y es el único tratamiento existente para 
la IRCT que permite al paciente un estilo de vida sin diálisis (Alcaraz A, 2004). 
Gracias a los significativos avances en las técnicas quirúrgicas, cuidados 
intensivos, el desarrollo de nuevos fármacos inmunosupresores y adelantos en 
las técnicas de preservación de órganos, estos procedimientos se han 
convertido en una actividad habitual (Maceira M, 2013). 
 
La extracción renal para trasplante debe estar orientada a la obtención de un 
órgano en condiciones viables para ser implantado, garantizando así el mayor 
tiempo de sobrevida del injerto. Para esto fundamentalmente se debe: 
minimizar el riesgo de isquemia caliente del órgano, preservar el pedículo 
vascular intacto para su posterior preparación en banco y mantener la 





El trasplante renal puede realizarse con riñones provenientes de donantes 
vivos o de donantes cadavéricos y se utiliza en pacientes con IRCT ya en 
tratamiento dialítico, posdiálisis o antes de comenzar las diálisis (prediálisis) 
(Álvarez Y, 2011). 
 
El trasplante renal de donante vivo presenta ventajas sobre el trasplante de 
donante cadavérico, ofreciendo una mayor supervivencia del receptor y del 
injerto renal. El mantenimiento del donante está enfocado primordialmente a 
conseguir la perfusión óptima de los órganos y su correcta oxigenación (Poblete 
H, 2001). 
 
En los últimos años, la viabilidad de los órganos gracias a una correcta 
preservación, se ha convertido en un importante reto debido a la ampliación de 
criterios de inclusión de donantes cadavéricos, esto es un elemento decisivo 
para la adecuada función y sobrevida del injerto. Las técnicas de preservación 
han tenido un impacto determinante en la viabilidad de los órganos y en el éxito 
del trasplante. Esto permite que la sobrevida en el primer año sea superior al 
90%. 
 
Dicha preservación se basa en exanguinar el órgano y reemplazar la sangre 
por una solución adecuada a baja temperatura y aunque sufren cierto grado de 
lesión ésta generalmente es reversible. La preservación está basada en la 
hipotermia, una vez extraídos los riñones se almacenan en frío a 4°C, ya que 
enlentece el catabolismo intracelular que conduce a la muerte de la célula. De 
esta forma se alcanza un incremento en el tiempo de almacenamiento de los 
riñones. También es preciso un lavado intravascular del riñón con una solución 
de presión hidrostática baja intentando arrastrar elementos formes, aglutininas, 
factores de la coagulación, limpieza de microtrombos del torrente circulatorio y 
proporcionar la expulsión de productos metabólicos finales. Tras el primer 
lavado que se realiza durante la perfusión, el riñón es introducido en una unidad 





preservación fría (0-4°C), procedimiento denominado perfusión hipotérmica 
pulsátil o máquina de perfusión pulsátil (MPP). Durante unos 12 minutos se 
perfunde el líquido para alcanzar un equilibrio de todos los compartimentos 
renales. La perfusión con máquina permite la preservación debido al aporte 
continuo de oxígeno y facilita el lavado de los desechos del metabolismo 
celular.  
 
Las ventajas de la MPP, son determinar los parámetros y evaluar si el riñón 
es viable o no, lo que permite una reducción del fracaso primario del injerto, 
reduciendo el número de trasplantes que presentan función retardada del 
injerto, definida como la necesidad de diálisis en la primera semana post-
trasplante, e injertos no funcionales. Finalmente, se aumenta la supervivencia 
del injerto al año, reduce el daño isquémico y permite hacer una mejor 
preservación del órgano, optimizando la reperfusión post-trasplante y permite  
aumentar el tiempo de isquemia fría con mayor seguridad. Adicionalmente al 
disminuir la estancia media de los pacientes de ingreso después del trasplante, 
permite el ahorro de costos, reducción de fracasos y complicaciones con menor 
necesidad de diálisis (Maceira M, 2013) 
 
Entre los principales motivos de pérdida del injerto se encuentra la disfunción 
renal crónica del mismo y la muerte del paciente con injerto funcionante. En la 
actualidad, durante el primer año del trasplante, la primera causa de fracaso del 
injerto se halla en relación con complicaciones de la técnica quirúrgica, 
especialmente la trombosis vascular (2-5%). La utilización de donantes en 
asistolia y donantes con criterios expandidos se asocia con un porcentaje 
significativo de fracaso primario del injerto que puede alcanzar hasta el 20% en 
los donantes en asistolia (Hernández D, 2012). 
 
Los tiempos de isquemia caliente y fría influyen directamente sobre la 
integridad fisiológica del injerto y por ende en la sobrevida de éste. El tiempo de 





del enfriamiento mediante soluciones de preservación. Cuando aumenta, puede 
asociarse a isquemia y necrosis tubular aguda, lo que disminuye la vida media 
del injerto y su funcionalidad en el receptor.  El tiempo de isquemia fría es el 
período transcurrido de almacenamiento en frío o de perfusión automatizada a 
4°C. Se deben conseguir unos tiempos de isquemia por debajo de las 30 h 
(tiempo límite de 25-30 h, óptimo 13-20 h), siempre que el riñón sea adecuado y 
en donantes con criterios ampliados es recomendable acortarlo lo más posible. 
Sin embargo, a pesar de la estandarización, el mejoramiento, la optimización en 
el proceso de extracción y la conservación del órgano, éste inevitablemente 
sufrirá daño isquémico, lo que repercute en el tiempo de sobrevida del órgano 
una vez en el receptor.  
 
Dentro de los factores que influyen en el resultado del trasplante se 
encuentran la edad, sexo, comorbilidades del receptor, causa de enfermedad 
renal, tiempo de diálisis pre trasplante, tipo de diálisis previa, tipo de donante, 
tiempo de isquemia caliente y fría, número de compatibilidades HLA (Human 
leukocyte antigen), complicaciones post-trasplante, hemoglobina, presión 
arterial, triglicéridos, colesterol total, depuración de creatinina y proteinuria 24 h, 
glucemia, nitrógeno ureico, anemia, entre otros (Cubillos J, 2012). 
 
En el daño isquémico ocurre una interrupción del flujo sanguíneo, la cual 
puede ser total o parcial, por ello aparte de la falta de nutrientes, la disminución 
abrupta del aporte de oxígeno conlleva a procesos fisiopatológicos, bioquímicos 
y moleculares, cuyo entendimiento y análisis es una importante herramienta que 
puede sentar las bases para nuevas técnicas de conservación, terapias que 
aumenten la sobrevida del injerto o biomarcadores de daño renal, así como de 
otros tejidos que sufran daño isquémico. Dado que durante una isquemia la 
hipoxia parece ser uno de los detonantes en una compleja cascada de 
señalizaciones que, por un lado provoca daño celular, pero por otro pareciera 
inducir factores que ejercen un rol protector que prolongan la vida de las 





moleculares y respuesta ante la hipoxia en cultivos celulares, analizando la 
presencia de proteínas involucradas en protección celular, enfocándolo para 
que en un futuro se desarrollen nuevas metodologías de preservación, 
sobrevida y funcionamiento de tejidos, específicamente en riñón (Lorenzen J, 
2015). 
 
Cuando ocurren desequilibrios metabólicos, se activa un conjunto de señales 
para la expresión de factores que provocarán protección celular. Estos se 
activan mediante una cascada de señales, las cuales son percibidas por 
proteínas que son capaces de actuar a nivel genético, promoviendo así la 
transcripción de genes para la formación de nuevas proteínas capaces de 
inducir cambios celulares que resguarden la integridad celular (Wenger R, 
2002). 
 
En investigaciones anteriores, se ha identificado el rol protector de diversas 
proteínas durante estrés isquémico, osmótico e hipóxico, que sufren algunos 
tejidos en condiciones patológicas. En primera instancia se estudiaron proteínas 
inducidas por hipertonicidad, esto es debido a que en el riñón existe una 
gradiente osmótica de corteza hacia médula, la corteza tiene una osmolaridad 
de 300 mOsm, mientras que en la médula ésta aumenta a 800 mOsm. La 
médula interna del riñón es el único sitio anatómico donde las células están 
expuestas rutinariamente a niveles altos y variados de sodio y urea debido a la 
operación de los mecanismos de concentración urinaria. Teniendo esto en 
cuenta se observó la presencia y actividad de NFAT5, analizando el 
comportamiento de dicha proteína en medios hipertónicos, para así dilucidar 
vías de activación de genes que ejerzan un rol protector ante un daño por 
hipertonicidad. NFAT5 es responsable de la inducción por hipertonicidad de 
proteínas de choque térmico tales como HSP70 y Osp94 (Osmotic Stress 
Protein 94), donde HSP70 ha demostrado ser una chaperona molecular 
esencial para la supervivencia celular bajo estrés hipertónico. Además NFAT5 





renal interna, a través de la regulación de la expresión del transportador de urea 
(UT-A), AQP1 y AQP2. Curiosamente, NFAT5 también se expresa en muchos 
tejidos o células no renales, que presumiblemente están bien protegidos por los 
fluidos corporales isotónicos y condiciones fisiológicas en las que no se 
considera necesaria la adaptación osmótica (Villanueva S, 2012). 
  
Actualmente se ha identificado el rol de la proteína NFAT5 en hipertonicidad, 
la cual regula la homeostasis en células de la médula renal, activando la 
expresión de genes osmoprotectores cuando ésta se enfrenta a un medio 
hipertónico. Por otro lado, NFAT5 se puede activar de una manera 
independiente de la tonicidad, durante la activación de las células T y la 
miogénesis del músculo esquelético. Además, en los macrófagos NFAT5 regula 
la replicación del VIH, así como las expresiones de iNOS e interleuquina-6 
después de la activación de un receptor Toll-like. Además, se ha visto que en 
ratones Ko para NFAT5, ocurre muerte intrauterina y en ratones NFAT5 null, 
tienen una profunda y progresiva atrofia de la médula renal. Estos hallazgos 
sugieren que además de osmoadaptación, NFAT5 podría desempeñar un papel 
más amplio en el desarrollo de la función inmune y las respuestas al estrés 
celular, incluyendo un papel fundamental en la regulación de la presión arterial 
(Villanueva S, 2012; Ko C, 2013) 
 
Siguiendo esta línea y considerando que, además de existir un gradiente 
osmótico en el riñón, éste también cuenta con un gradiente en la presión de 
oxígeno (PO2), que va de 45-50 mmHg en la corteza a 10-18 mmHg en la 
médula, por este motivo se investigó el rol protector de NFAT5 frente a la 
hipoxia. 
 
Estudios mostraron que NFAT5 es activada in vitro e in vivo por hipoxia e 
H/R. Además se cuantificaron mRNA y proteínas, dos de sus activadores y 
genes blanco de NFAT5. Los activadores ATM (Ataxia, Telangiectasia Mutated) 





células cancerígenas. Su gen blanco, la aldosa reductasa (AR) está implicada 
en la regulación del volumen celular y desempeñaría un papel clave en la 
mediación de la isquemia-reperfusión (I/R). (Villanueva S, 2012). 
 
En la compleja respuesta celular ante la hipoxia, aparte de NFAT5 se vieron 
involucradas diversas proteínas las cuales tendrían implicancia en el rol 
protector frente a la hipoxia. Dentro de estas proteínas el principal elemento de 
organización sensible al oxígeno es HIF-1α (Sutter C, 2000). Este es un 
heterodímero compuesto por dos sub-unidades (HIF-1α y HIF-1β), con pesos 
moleculares entre 120-130  kDa y 91-94 kDa, respectivamente (Caramelo C, 
2006). 
 
La proteína HIF-1α es un regulador clave responsable de la inducción de 
genes que facilitan la adaptación y la supervivencia de las células cuando se 
someten de un ambiente de normoxia (21% O2), a uno con hipoxia (1% O2). En 
presencia de oxígeno, la subunidad α de HIF-1 es modificada por hidroxilasas, 
induciendo su catabolismo por los proteosomas. Mientras que en hipoxia o en 
presencia de algunos factores de crecimiento que incrementan su síntesis, HIF-
1α se transloca al núcleo, donde unido a HIF-1β, actúa como factor 
transcripcional de genes con elementos de respuesta hipóxica (HRE), donde se 
activa y expresa en mayor cantidad, lo que tiene efectos de trasncripción rio 
abajo en los sitios HRE. Esta activación de la región HRE, regula la síntesis de 
una amplia serie de proteínas que abarcan desde enzimas respiratorias y 
transportadoras, hasta hormonas involucradas en la regulación de la circulación 
e incluso eritropoyesis. 
 
El papel de HIF-1 no sólo se restringe a la inducción de una respuesta 
adaptativa a la falta de oxígeno, sino que participa significativamente en 
mecanismos de reparación celular. Algunos ejemplos de alteraciones de 
importancia fisiopatológica, tanto estimulatorias como inhibitorias, que 





al tabaco/humo, anemia/hemorragia, I/R, crecimiento, vascularización y 
resistencia celular de los tumores, preeclampsia y crecimiento intrauterino 
retardado, híper o hipo vascularización retiniana, sobredosis de fármacos, 
enfermedad inflamatoria intestinal y curación de heridas, entre otros (Caramelo 
C, 2006). 
 
Junto con el análisis de las proteínas NFAT5 y HIF-1α, se estudiaron en 
conjunto un grupo de proteínas codificadas por los que se consideran, sus 
genes blanco. Identificando la presencia y abundancia estas proteínas bajo 
estrés osmótico e hipóxico. Dentro de estos genes blancos se estudiaran AQP1, 
HSP70 e iNOS, los cuales se han visto involucrados en la respuesta a la hipoxia 







Es una proteína de transmembrana que funciona como canal de agua y está 
altamente expresado en tejidos con transporte rápido de O2. Además esta 
proteína contribuye a la permeabilidad de gas (CO2, NO y O2) a través de la 
membrana plasmática. Se demostró que en hipoxia aumenta el mRNA de AQP1 
y los niveles de proteína en los tejidos de ratón como, cerebro, pulmón, riñón y 
en cultivo de células. Se conoce la participación de HIF-1α en la inducción 
hipóxica de AQP1, sin embargo, también demuestran que la activación del 
promotor AQP1 por la hipoxia es compleja y multifactorial y sugiere que además 
de HIF-1α, otros factores de transcripción pueden contribuir a este proceso de 
reglamentación. Estos datos proporcionan un marco conceptual para apoyar 
futuras investigaciones sobre la participación de AQP1 en una gama de 
condiciones fisiopatológicas, incluyendo edema, el crecimiento del tumor y las 





Se sabe que la expresión de AQP1, se asocia con procesos inflamatorios y 
neoplásicos donde se ha detectado respuesta a lesiones mecánicas en 
numerosas células y tejidos, incluyendo astrocitos, neumocitos, linfocitos y 
varios tipos de células tumorales, en las que no se había sospechado 
previamente su presencia. Además la expresión de varios AQPs en el sistema 
nervioso central, se ve alterada por la exposición a la H/R y que la inhibición de 
la expresión de AQP1 usando siRNA reduce significativamente la angiogénesis 
inducible por hipoxia, en cultivos experimentales de células (Vacca A, 2002; 
López J, 2011). 
 
Factores de transcripción, estabilizados por hipoxia, juegan un papel esencial 
en procesos adaptativos o fisiológicos, como eritropoyesis, glucólisis y 
angiogénesis, entre otros.  
 
Se ha informado anteriormente de que en hipoxia se induce la expresión del 
mRNA de AQP1 y también se sabe que las situaciones patológicas que 
presentan hipoxia tisular estimulan la expresión transcripcional de AQP1. Sin 
embargo, el mecanismo molecular que subyace a estos fenómenos, en 
particular, la participación directa de HIF-1α, aún no ha sido establecido. Este 
trabajo se propone conocer si NFAT5 participa en la activación del gen AQP1 







En las células endoteliales se sintetiza la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), 
que utilizando como sustratos de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
(NADPH) y oxígeno, convierte la L-arginina en óxido nítrico (NO) y L-citrulina. El 





intracelular y transcelular que coordina funciones como: relajación del músculo 
liso, neurotransmisión, citotoxicidad celular inmune, mecanismo de acción de 
agentes anestésicos y vías de nocicepción.  
 
Se han identificado tres isoformas de NOS; dos constitutivas, la endotelial 
(eNOS) y la neuronal (nNOS) y una inducible (iNOS). Las formas constitutivas 
son parte de las células y su expresión es dependiente de calcio. La forma 
inducible es expresada principalmente en condiciones de inflamación o 
infección y es independiente del catión. La enzima eNOS se encuentra ubicada 
en la membrana celular y en algunos casos en el citoplasma; mientras que la 
nNOS es fundamentalmente citosólica (Tovar M, 2008). 
 
La fosforilación oxidativa mitocondrial es la mayor fuente intracelular de 
especies reactivas de oxigeno (ROS); superóxido, peróxido y radicales hidroxilo 
producidos en la cadena de transporte de electrones y son consecuencia 
inevitable del metabolismo aeróbico. En ciertas condiciones el sistema es 
inadecuado y la elevación de ROS produce citotoxicidad por disrupción de la 
regulación del calcio intracelular o por iniciación de apoptosis. En el sistema 
renal la interacción ROS y NO son importantes en la regulación de la función 
renal, ya que en las enfermedades renales existe un estrés oxidativo y 
reducción del NO (Currais A, 2015). 
 
En los extremos fisiológicos, el estrés crónico induce la expresión de genes 
protectores que incrementan la sobrevida de los tejidos (Tovar M, 2008). El pre-
acondicionamiento isquémico que se produce por cortos periodos de isquemia, 
promueve la activación de NOS y de cascadas intracelulares que protegen las 
células contra la necrosis y apoptosis. Por ello se requiere identificar si existe 











Estas proteínas constituyen una familia que se encuentra en forma 
constitutiva en todas las células procariontes y eucariontes. Las HSP70 
cumplen diversas funciones fisiológicas; colaboran en la adquisición de la 
estructura terciaria de las proteínas interviniendo en su ensamble, translocación 
y secreción, así como también en la degradación o reparación de proteínas 
anormales, actuando como chaperonas moleculares.  
 
La denominación proviene del hecho que se detectaron inicialmente 
producidas por un estrés térmico en Drosophila. Con un cambio de alrededor de 
5°C superior a la temperatura normal de un cultivo celular, se desata la rápida 
síntesis de proteínas HSPs (Coronato S, 2013).   
 
Las HSPs se clasifican en familias de acuerdo a su peso molecular que 
incluyen las familias de HSPs pequeñas, tales como HSP25, HSP60, HSP70 y 
las familias de HSPs grandes como HSP90 o HSP110. Algunas HSPs son 
expresadas constitutivamente en la célula en estado basal y otras son 
inducibles por estrés.  
 
HSP70 compone la familia de proteínas de cuatro formas principales, es 
decir, 72 kDa, 73 kDa, 75 kDa y 78 kDa. Las proteínas con 75 kDa y 78 kDa, 
respectivamente, se denominan GRP75 y GRP78 que no están 
específicamente inducidas por choque térmico, pero sí por la privación de 
glucosa, la afluencia de calcio o agentes que perturban la glucólisis. HSP con 
73 kDa (Hsc73) se sintetiza en la mayoría de las células y es sólo ligeramente 
inducible. Se expresa constitutivamente en el citoplasma y migra al núcleo 





más abundantes en HSP inducidas en las células en respuesta al estrés (Liu Y, 
2006). 
 
Cuando las células son sometidas a distintos estímulos como el estrés del 
shock calórico, hipoxia, radiaciones, diversas drogas, infecciones virales, entre 
otros estímulos, las HSPs se sobreexpresan. De esta manera confieren 
protección a las células, volviéndolas resistentes a la apoptosis. En algunos 
casos, la sobreexpresión está asociada a mal pronóstico debido a que podría 
favorecer el proceso metastásico en tejidos neoplásicos de ovario, endometrio, 
mama, aparato digestivo, etc. Algunos autores las correlacionan tanto con la 
proliferación como con la diferenciación de los tejidos neoplásicos y desarrollo 







CAPÍTULO 3. Hipótesis 
 
 
“La activación de NFAT5 durante la hipoxia e hipoxia/reoxigenación aumenta 






















Evaluar la expresión de potenciales genes blanco de NFAT5 en cultivos 
celulares MEF Wild type (Wt) y Knock out (Ko) para NFAT5, bajo condiciones 







1.-Evaluar la expresión de genes HSP70, AQP1 e iNOS, en células MEF del 
tipo NFAT5 Wt y Ko durante hipoxia utilizando la técnica de Western blot. 
 
2.- Evaluar la expresión de genes HSP70, AQP1 e iNOS, en células MEF del 






CAPÍTULO 5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1 Tipo de estudio 
 
 
La investigación realizada es un estudio de tipo experimental, donde se 
analizó la presencia o ausencia de las proteínas AQP1, iNOS y HSP70, que se 
encontrarían río abajo de la proteína NFAT5. 
 
Las proteínas se analizaron a través de cultivos celulares MEF, de tipo Wt y 
Ko para NFAT5, en diferentes condiciones experimentales donde 
posteriormente se utilizó la técnica Western blot, cuyo método de detección es 
indirecto, el cual mediante anticuerpos primarios y secundarios generan una 
señal de fluorescencia infrarroja procesada de manera observable, la que se 




5.2 Lugar de realización 
 
 
La investigación se desarrolló en el periodo Enero-Junio 2015, en el 
Laboratorio de Fisiología Integrativa Molecular del Centro de Investigación 
Biomédica de la Facultad de Medicina en la Universidad de los Andes, dirigido 
por el Dr. Carlos E. Irarrázabal, quien participa como director de la presente 








5.3 Respecto a la muestra  
 
5.3.1 Definición  
 
 
Se utilizaron líneas celulares MEF Wt que expresan NFAT5 y una línea 
celular MEF Ko, que no expresan NFAT5 (Go W, 2004) (Figura 5.1). 
 
 




5.3.2 Criterios de inclusión  
 
 
- Viabilidad de células. 
- Adherencia de células a la placa de cultivo. 
- Confluencia celular entre 70-80%. 








5.3.3 Criterios de exclusión  
 
 
- Células sin viabilidad. 
- Células sin adherencia a la placa de cultivo. 
- Contaminación microbiológica. 
- Cultivos contaminados entre tipos celulares Wt y Ko. 









Las células MEF Wt y Ko se mantuvieron al inicio de la experimentación para 
aumentar la confluencia celular en una cámara incubadora con 21% de O2 y 5 
% de CO2 a 37°C (Thermo Scientific Series 8000 WJ CO2), luego para el diseño 
experimental, un grupo celular siguió en estas condiciones para ser utilizadas 







Para el establecimiento del ambiente hipóxico en el cultivo celular (Anexo A), 
las placas se incubaron durante 8 h con 1% de O2 en un incubador de CO2 con 





con una mezcla de 95% N2 con 5% CO2. Un grupo de células fueron sometidas 
a reoxigenación en la cámara incubadora con 21% de O2 y 5% de CO2 a 37ºC 







La osmolaridad fue incrementada adicionando NaCl hasta 500 mOsm/kg por 




5.4.4 Cultivo celular 
 
 
Las células MEF Wt y Ko se cultivaron (Anexo C), cada una en placas de 
petri tratadas para cultivo celular (Falcon®) de 10 cm para la mantención de las 
líneas celulares y en placas de 6 cm para el diseño experimental en medio 
DMEM hight glucose de (Hyclone, USA) de acuerdo a las instrucciones FDA. 
Adicionalmente este medio fue suplementado con 10% de suero fetal de bovino 
(HyClone, USA), antibióticos PEN/STREPT 10.000 U/ml de penicilina y 10.000 
μg/ml de estreptomicina en 0,85% NaCl (Hyclone, USA) y L-glutamina 200 mM 
(HyClone, USA) en una concentración final de 2,9 g/l. Las células se 
mantuvieron cultivadas en una cámara incubadora con 21% O2 y 5% de CO2 a 









5.4.5  Diseño experimental  
 
 
Una vez observada la confluencia celular óptima (70-80%) desde la primera 
siembra, se realizó la tripsinización (Anexo D), conteo celular (Anexo E) y 
posterior siembra de las células para los diferentes estímulos a estudiar con 
cada tipo celular Wt y Ko, en placas de 6 cm suministradas con DMEM high 
glucose. Los cultivos celulares se realizaron en duplicado para cada condición: 
normoxia 21% O2; hipoxia 1% O2 durante 8 h; hipoxia 1% O2 durante 8 h con 
reoxigenación 21% O2 durante 16 h; hipoxia 1% O2 durante 8 h con 
reoxigenación 21% O2 durante 24 h; hipertonicidad 500 mOsm 8h en normoxia 
21% O2. Luego a este proceso, se realizó la cosecha celular (Anexo F).  
 
La experimentación permitió evaluar el efecto de la ausencia y 
restablecimiento de oxígeno en el medio circundante, simulando en proceso de 
hipoxia y reoxigenación ocurrido en células y las respuestas moleculares que se 
pueden observar frente a los procesos patológicos equivalentes. Además, los 
cultivos celulares en 21% O2 e hipertonicidad, fueron utilizados como controles. 
Proyectando así la experimentación a respuestas fisiológicas que ocurren en la 
extracción de riñón para un posterior trasplante, isquemias o casos de 




5.4.6 Cuantificación de proteínas  
 
 
Se determinó la concentración proteica mediante el método del Ácido 
Bicinconínico (BCA) (Anexo G). Al finalizar la reacción, se determinó con un 
espectrofotómetro la absorbancia (570 nm) de cada muestra, con los valores 
obtenidos, se realizó una curva estándar en Excel extrapolando en el eje de las 






5.4.7 Western blot 
 
 
Se realizó utilizando 50-100µg de proteínas totales, las cuales corrieron en 
un gel de acrilamida (Anexo H) al 7,5% para: NFAT5, HIF-1α y HSP70 y al 12% 
para: iNOS, HSP70 y AQP1, incluyendo β-Actina en ambos geles. Las 
proteínas que se separaron en el gel, se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa. La membrana resultante de la transferencia, se bloqueó con leche 
descremada (comercial) al 5% en PBS 1X, durante una hora. Posteriormente, la 
membrana se incubó durante la noche a 4ºC con el anticuerpo primario anti-
NFAT5 (1:1.000) (Thermo, USA), anti-HIF-1α (1:1.000) (Abcam, USA), Anti-β-
Actina (1:10.000) (Sigma Aldrich, USA), anti-HSP70 (1:1.000) (Cell Signaling, 
USA), anti-iNOS (Abcam, USA) y anti-AQP1 (1:1000) (Abcam, USA) (Anexo I). 
Las membranas fueron lavadas con PBS 1X y posteriormente se incubaron con 
el anticuerpo secundario según correspondía Alexa Fluor 680 y Alexa Fluor 750 
(1:15.000) (Molecular Probes, USA) anti-Mouse o anti-Rabbit, a temperatura 
ambiente durante 2 h. Ambas incubaciones se realizaron bajo agitación 
oscilante. Las membranas se revelaron mediante el sistema de imagenología 




5.4.8 Método fluorométrico para la medición de nitrito 
 
 
Para la cuantificación de NO y evaluar indirectamente la expresión de iNOS, 
se desarrolló un experimento que incluyó placas con células MEF Wt y Ko como 
control normal y placas con células MEF Wt y Ko expuestas 10 minutos a 
radiación UV. La exposición de las células a la radiación se realizó sin el medio 





placas y se cosecharon las células pasadas 4 h de incubación en condiciones 
normales (Wu W, 2013). 
 
Para conocer las concentraciones de NO se realizó un ensayo fluorométrico 
rápido y sensible para la cuantificación de nitrito/nitrato en base a la reacción de 
nitrito con 2,3-diamino-naftaleno para formar un producto fluorescente, 1- (H) -
naftotriazol. Este ensayo puede detectar 10 nM nitrito, por lo que es 50-100 
veces más sensible que otros ensayos. (Misko TP, 1993). En la medición, se 
utilizó una placa de 96 pocillos, que contenían el medio DMEM extraído de las 
placas en donde se realizaron los experimentos de controles normales y los 
expuestos a UV. El equipo utilizado fue lector  TECAN Infinite® M1000 PRO. 
Esta técnica no se desarrolló de manera rutinaria en la determinación de iNOS, 
sólo se utilizó como método de control para demostrar de forma indirecta, la 




5.5 Método estadístico de análisis de la información 
 
 
Se utilizó el programa Microsoft Excel 2010 para registrar los datos obtenidos 
desde las densitometrías de los resultados del Western blot, normalizando las 
proteínas con β-Actina. Los resultados obtenidos en el programa Excel, se 











CAPÍTULO 6. RESULTADOS  
 
6.1 Expresión de NFAT5 en células MEF Wt y Ko 
 
6.1.1 Control de NFAT  
 
 
Estudios previos indican que NFAT5 mantiene valores basales en 21% O2 y 
aumenta en hipoxia 1% O2 (Villanueva S, 2012) e hipertonicidad 500 mOsm 
(Burg M, 2007). Además, según el modelo experimental se demuestra la 
presencia de NFAT5 en células MEF Wt y la ausencia de NFAT5 en células 
MEF Ko para dicha proteína. A partir de esto, según los resultados obtenidos en 
el análisis de Western blot se observó un leve aumento de la expresión proteica 
de NFAT5 en hipoxia 1% O2 y un mayor aumento de NFAT5 con la adición de la 
solución hipertónica de NaCl 500 mOsm (hiperosmolaridad), con respecto al 
control 21% O2 (Figura 6.2). 
 
Para conocer la reproducibilidad de la expresión de NFAT5 en las 
condiciones de normoxia, hipoxia e hiperosmolaridad, se seleccionaron 6 
membranas de nitrocelulosa obtenidas del Western blot, donde se observó que 
la proteína en condición de hipoxia no aumentó en todos los casos siendo 
incluso muy parecido su valor con el de normoxia. Esto datos son 
contradictorios con los obtenidos con otras líneas celulares como HEK293 
(Human Embryonic Kidney 293 cells) y cultivo primario de células de médula 
renal de rata, en las cuales se observa una inducción de NFAT5 por hipoxia al 
1% de oxígeno después de 8 horas de la disminución de oxígeno (Villanueva S, 
2012), sugiriendo que la inducción de NFAT5 por hipoxia puede ser 
dependiente del tipo celular. Para la condición de hiperosmolaridad, en todos 







FIGURA 6.2. Control de NFAT5. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida del Western blot, 
mostrando NFAT5 y β-Actina en condición de normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 
e hipertonicidad 500 mOsm, en células MEF Wt y Ko. b) Gráfico de las 
densitometrías obtenidas a partir de la membrana de Western blot observado 
en a) (Anexo K). 
 
 
FIGURA 6.3. NFAT5 en 3 condiciones. 
Gráfico de las densitometrías obtenidas a partir de 6 Western blot, bajo 
condiciones de normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2, hiperosmolaridad 500 mOsm 








6.1.2  Expresión de NFAT5 en H/R 
 
 
En estudios anteriores se ha demostrado que en 24 horas de H/R no se 
observan aumentos significativos en la expresión de NFAT5 (Villanueva S, 
2012), lo que se logra observar en los resultados obtenidos. Además, en H/R de 
16 h se observa un leve aumento de la proteína (Figura 6.4). 
 
 
FIGURA 6.4. NFAT5 en hipoxia, H/R e hipertonicidad. 
Análisis gráfico de la variación estándar de las densitometrías obtenidas a partir 
de 4 Western blot en células MEF Wt y Ko (Anexo M). Las condiciones son de 
normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2, hipoxia 1% O2 8 h con reoxigenación 21% O2 
por 16 h (H/R 16), hipoxia 1% O2 8 h con reoxigenación 21% O2 por 24 h (H/R 









6.2 Expresión de HIF-1α en células MEF 
 
6.2.1 Control de la expresión de HIF-1α en células MEF Wt 
 
 
Para demostrar la presencia de HIF-1α en hipoxia en células MEF Wt, se 
realizó la técnica de Western blot, con esto se observa la presencia de HIF-1α 
en condición de normoxia y aumento con relación a este en hipoxia 1% O2. 
(Figura 6.5). 
 
La existencia del aumento de expresión de HIF-1α en hipoxia, se suma a la 
importancia de estudiar AQP1, ya que se ha demostrado que HIF-1α participa 
cómo modulador en el aumento de expresión de AQP1 frente a eventos 
hipóxicos (Abreu-Rodríguez I, 2011). 
 
 
FIGURA 6.5. Control de la expresión de HIF-1α en condiciones de hipoxia. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida del Western blot 
mostrando HIF-1α y β-Actina en condición de normoxia 21% O2 e  hipoxia 1% 
O2 8 h en células MEF Wt. b) Gráfico de HIF-1α normalizado por su β-Actina, en 







6.2.2 Expresión de HIF-1α en células MEF 
 
 
Según los resultados obtenidos del método Western blot, HIF-1α aumenta en 
condiciones de hiperosmolaridad (Figura 6.6). 
 
 
FIGURA 6.6. Expresión de HIF-1α en condiciones de hipoxia e 
hiperosmolaridad en células MEF Wt. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida del Western blot 
mostrando HIF-1α y β-Actina en condición de normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 
8h e hipertonicidad 500 mOsm en células MEF Wt. b) Gráfico del Western blot 




El análisis además revela que en células Ko existe la presencia de HIF-1α, 
en menor cantidad que en células Wt, indicando que la expresión de HIF-1α se 
ve levemente reducida frente a la inexistencia de NFAT5. En estudios anteriores 









FIGURA 6.7. Expresión de HIF-1α en células MEF Wt y Ko. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida del Western blot 
mostrando HIF-1α y β-Actina en condición de normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 8 
h e hipertonicidad 500 mOsm en células MEF Wt y Ko. b) Gráfico de las 
densitometrías obtenidas del Western blot en a), en él se observa HIF-1α 




La reproducibilidad de la expresión de HIF-1α en condiciones de normoxia, 
hipoxia e hiperosmolaridad, se realizó con 6 membranas de nitrocelulosa 
obtenidas de distintos Western blot, en estos resultados se observó que en 
células Wt, la proteína en condición de hipoxia aumentó, pero no en todos los 
casos, siendo su desviación estándar muy alejada de la media y del valor 
esperado según el control, incluso algunas veces el valor de hipoxia era igual o 
menor al valor de normoxia. Para la condición de hiperosmolaridad, en las 
células Wt y Ko se obtuvieron valores altos de expresión. Por otra parte, se 





hipoxia superaban al de normoxia, este dato puede ser importante ya que HIF-
1α y NFAT5 trabajan de manera individual (Villanueva S, 2012) (Figura 6.8). 
 
 
FIGURA 6.8. HIF-1α en células MEF Wt y Ko. 
Gráfico de la densitometría obtenida a partir de 8 Western blot, donde se 
observa la tendencia de  HIF-1α y la dispersión de los valores reflejada en su 
desviación estándar. Las condiciones analizadas fueron: normoxia 21% O2, 





6.3 Expresión de AQP1 en células MEF 
 
6.3.1 Control de AQP1 en células MEF Wt 
 
 
Está demostrado que AQP1 aumenta en condiciones de hiperosmolaridad  
(Madonna R, 2014) e hipoxia (Abreu-Rodríguez I, 2011), lo que se logra 
evidenciar en el análisis de Western blot realizado, aunque a excepción de  la 
muestra sometida a hipoxia 1% O2, se observa un leve aumento con respecto al 







FIGURA 6.9. Expresión de AQP1 en células MEF Wt en condiciones de 
hipoxia e hiperosmolaridad. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida de un Western blot 
mostrando AQP1 y β-Actina, de izquierda a derecha las condición son de 
normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 8 h e hipertonicidad 500 mOsm en células 
MEF Wt b) Gráfico de las densitometrías obtenidas del Western blot mostrado 




6.3.2 Expresión de AQP1 en curva de hipoxia 1% O2 en células MEF Wt  
 
 
La expresión de AQP1 en células MEF, se ve inducida por hipoxia y su 







FIGURA 6.10. Expresión de AQP1 en células MEF Wt con 
hiperosmolaridad y curva de hipoxia. 
Gráfico de las densitometrías obtenidas a partir de un Western blot de curva de 
hipoxia, las condiciones estudiadas son; normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 4 h, 
hipoxia 1% O2 8 h, hipoxia 1% O2 24 h e hipertonicidad 500 mOsm en células 




6.3.3  Expresión de AQP1 en células MEF  Wt y Ko  
 
 
En el análisis Western blot se observó una mayor cantidad de AQP1 en 
células Wt y menor expresión de la proteína en células Ko. Estos resultados 








FIGURA 6.11. Expresión de AQP1 en células MEF Wt y Ko en condiciones 
de hipoxia e hiperosmolaridad. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida de un Western blot 
mostrando AQP1 y β-Actina en células MEF Wt y Ko, de izquierda a derecha en 
condiciones de normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 8 h e hipertonicidad 500 
mOsm. b) Gráfico de las densitometrías obtenidas desde el Western blot 





6.3.4 Expresión de AQP1 en H/R 
 
 
En el análisis del Western blot en células MEF Wt, se detectó una 
disminución en la expresión de la proteína pasadas 8 h de hipoxia, lo que fue 
discordante con resultados anteriores. Sin embargo, se mantiene una muy baja 
y casi indetectable expresión en las células Ko, respaldando la hipótesis 







FIGURA 6.12. AQP1 en células MEF Wt y Ko. 
Gráfico de las densitometrías obtenidas a partir de 6 Western blot, donde se 
observan las tendencias de AQP1 y su desviación estándar en condiciones de 
normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 8 h, H/R 16, H/R 24 e hipertonicidad 500 




6.4 Control de la expresión de iNOS 
 
 
La expresión de iNOS en células MEF aumenta por exposición a radiación 
UV con respecto a células que no fueron expuestas (Wu W, 2013), por lo que 
se sometió a experimentación células MEF Wt y Ko durante 10 minutos a 
radiación UV, cuantificando el NO contenido en el medio DMEM con el método 
de NO3, esta medición funcionó sólo como determinación indirecta de la 
actividad de las NOS (eNOS e iNOS)  iNOS (Misko TP, 1993). 
 
Según los resultados, las células Ko expresan mayor cantidad de NO, por lo 





Estos datos no son concluyentes ya que el NO puede producirse mediante otras 
proteínas, por lo que no se asegura si el NO observado es realmente producido 
por iNOS (Tovar M, 2008) (Figura 6.13). 
 
 
FIGURA 6.13. Control indirecto de iNOS. 
Medición de NO3 en µM, de medio DMEM de células MEF Wt y Ko en 
condiciones normales de 21% O2, 37°C y exposición a radiación UV durante 10 




6.4.1 Expresión de iNOS en hipoxia e hiperosmolaridad 
 
 
El análisis de Western blot para iNOS, en las células MEF Wt demostró un 
aumento de la proteína en hipoxia, siendo este efecto estudiado con 
anterioridad (Zhao H, 2015).  Además, en la condición de hiperosmolaridad se 
ve aumento con respecto a la condición basal. 
 
En el gráfico, se observa que las células Wt y Ko expresan iNOS en todas las 
condiciones, produciendo una inducción por hipoxia e hiperosmolaridad, 







FIGURA 6.14. Expresión de iNOS en células MEF Wt y Ko. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida del Western blot 
mostrando iNOS y β-Actina en condición de normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 8 
h e hipertonicidad 500 mOsm en células MEF Wt y Ko. b) Gráfico de iNOS 




6.9 Expresión de HSP70 en hipoxia e hiperosmolaridad 
 
 
En los experimentos realizados, los controles para HSP70 no funcionaron 
adecuadamente, sin embargo, estudios anteriores han demostrado que HSP70 
aumenta en hipoxia (Park JK, 2014), observándose este efecto también en el 
análisis de Western blot en los tipos celulares Wt y Ko. Además se ha 
identificado el aumento de HSP70 en hipertonocidad (Cortés-González C, 
2008), este efecto se logra observar con un notable aumento en las células Wt y 
Ko (Figura 6.15). Este aumento de la expresión de HSP70 por hipertonicidad es 







FIGURA 6.15. Expresión de HSP70 en células MEF Wt y Ko. 
a) Fotografía de la membrana de nitrocelulosa obtenida del Western blot 
mostrando HSP70 y β-Actina en condición de normoxia 21% O2, hipoxia 1% O2 
8 h e hipertonicidad 500 mOsm en células MEF Wt y Ko. b) Gráfico de HSP70 













CAPÍTULO 7. DISCUSIÓN   
 
 
NFAT5 aumenta su expresión y abundancia proteica en cultivos celulares 
sometidos a condiciones de hiperosmolaridad e hipoxia en diferentes tipos 
celulares como MDCK cells (tipo II)  (Dahl SC, 2001) y HEK293 (Zhou X, 2005; 
Villanueva S, 2012; Woo SK, 2000). Esto indica que hay mucho más por 
explorar y por consecuencia conocer genes blancos y proteínas inducidas por 
NFAT5, que podrían ejercer roles en conjunto o ser mediados por dicha 
proteína. Específicamente se desarrolló una búsqueda de proteínas que 
podrían ser inducidas por NFAT5 en cultivos de células MEF, bajo estímulos de 
hipoxia e H/R, utilizando como control positivo para NFAT5 la hiperosmolaridad.  
 
Como ya se conoce, en hipoxia HIF-1α es pionero en función existiendo 
múltiples estudios que lo comprueban, incluso en células MEF (Li L, 2010). En 
los resultados obtenidos de HIF-1α, ya sea como control de expresión de la 
proteína o en experimentación, los valores no siempre resultaron ser iguales o 
dentro de los rangos establecidos, existiendo en algunas ocasiones resultados 
óptimos y otros que escapaban del rango, ocasionando con esto variaciones 
estándar muy aumentadas y discordando con la literatura. La presencia de HIF-
1α en la condición de normoxia, podría recaer en errores de operador, 
especificidad de anticuerpos o equipamiento. A pesar de múltiples esfuerzos 
por reconocer el factor que alteraba los resultados, no se logró disminuir la 
expresión de HIF-1α en normoxia. Para la condición de H/R, la proteína se 
mantuvo en su mayoría en valores basales y manteniéndose siempre bajo los 
valores de hipoxia, implicando que la proteína no se expresa en función de 
reoxigenación o bien, pasadas 16 h de hipoxia sufre algún tipo de degradación, 
siendo estos datos descritos con anterioridad (Villanueva S, 2012). En las 
células Ko la expresión de HIF-1α disminuyó con respecto a las células Wt. 





independiente cuando se bloquea HIF-1α (Villanueva S, 2012), en este caso el 





7.1. Determinar el efecto de la hipoxia e H/R en la expresión de         
AQP1 en células MEF de tipo Wt y Ko para NFAT5. 
 
 
En los controles para AQP1 con células MEF Wt sometidas a hipoxia, se 
observó un incremento de la abundancia proteica tras 8 h con 1% de O2, a 37ºC 
y 5% de CO2. Adicionalmente se observa un aumento directamente 
proporcional al tiempo de exposición en la curva de hipoxia y el nivel más alto 
de dicha proteína se observa, como era de esperar, en la condición de 
hiperosmolaridad. Luego se sometieron a estímulos de H/R con 16 y 24 h de 
reoxigenación, arrojando como resultado un leve aumento en la expresión tras 8 
h de hipoxia y manteniendo este nivel en la reoxigenación de 24 h. La expresión 
de la proteína no se evidenció en gran cantidad las células Ko de NFAT5, lo que 
sugiere un dominio de la expresión del gen de AQP1 por NFAT5 durante 
hipoxia e H/R, así como se ha demostrado la expresión de AQP1 dependiente 
de NFAT5 durante la hiperosmolaridad en células murinas del interior medular 
del conducto colector (IMCD3) (Lanaspa MA, 2010). 
 
En los siguientes procesos experimentales se observó el comportamiento de 
AQP1 bajo las condiciones previamente mencionadas, sin embargo, se detectó 
una discordancia con los resultados del control, debido a que ocurrió una 
disminución de su expresión en condiciones de 8 h de hipoxia con respecto al 
estímulo basal de 21% de O2, lo que podría deberse a un defecto en las 
condiciones experimentales. Esto ya que se ha demostrado en numerosas 





tipos celulares, tales como células de Schwann (Zhang J, 2013), en CB cells 
(células del cuerpo de la carótida adulta) (Galán-Cobo A, 2015) y en numerosos 
tejidos como cerebro de rata y pulmón, entre otros, (Abreu-Rodríguez I, 2011). 
Por lo tanto la expresión de AQP1 luego de 8 h de hipoxia debiese incrementar 
con respecto al estado de normoxia (21% de O2). 
 
Estos datos sugieren que la expresión de AQP1 en cultivos de células MEF, 
sometidas al estímulo de 21% de O2, podría deberse a una variación en las 
condiciones de incubación. Esto dado que al comparar los niveles de proteína 
expresados por las células que son sometidas a condiciones de hipoxia durante 
8 h con los niveles de proteína expresados por las células en 21% de O2, es de 
esperar que las células que sufren una injuria por hipoxia expresen una mayor 
abundancia proteica de AQP1 que aquellas incubadas en condiciones de 
normoxia, lo que está ampliamente descrito en la literatura e involucra factores 
tales como HIF-1α, el cual participa en la inducción de AQP1 por hipoxia, lo que 
podría tener relación con los resultados obtenidos en HIF-1α. 
 
Sin embargo, la activación de AQP1 por hipoxia es compleja y multifactorial, 
sugiriendo que además de HIF-1α otros factores de transcripción podrían 
contribuir en estos procesos (Abreu-Rodríguez I, 2011). Razón por la cual se 
experimentó con células MEF Wt y Ko para NFAT5, lo que ha entregado 
información relevante acerca del rol de NFAT5 en la inducción de AQP1 por 
hipoxia, ya que la expresión de AQP1 en la células Ko es sugerentemente 
menor (en la mayoría de los casos nula) a la expresión en células Wt, lo que 
prueba la participación de NFAT5 en la regulación, activación e inducción por 
hipoxia de AQP1. Para demostrar este efecto sobre AQP1, se deben hacer los 
experimentos de reconstitución de NFAT5 en las células Ko mediante 
transfección.  
 
Respecto a las condiciones experimentales, existe la posibilidad que la 





condiciones atmosféricas y que estas no hayan sido detectadas ni reveladas en 
el monitor, variando las condiciones de CO2, O2, humedad o temperatura, 
afectando de esta manera la respuesta celular ante los estímulos a los cuales 




7.2. Determinar el efecto de la hipoxia e hipoxia/reoxigenación en la      
expresión de iNOS en células MEF de tipo Wt y Ko para NFAT5. 
 
 
La variada regulación de iNOS en distintos tejidos, impulsa la necesidad de 
evaluar su comportamiento con respecto del factor de transcripción NFAT5 bajo 
las condiciones ya mencionadas y adicionalmente bajo la hipertonicidad como 
control de la expresión de NFAT5. En estudios previos se ha descrito la 
hipertonicidad como inhibidor de la expresión de iNOS inducida por 
lipopolisacáridos en células del músculo liso (Pingle SC, 2003). También se ha 
detectado el efecto que tiene la inducción por sepsis de iNOS sobre la 
capacidad transcripsional de NFAT5 en riñón de rata (Küper C, 2012). En otras 
publicaciones describen cuan esencial es NFAT5 como un factor clave 
requerido para el control de la infección por Leshmaniasis, lo que depende en 
gran medida de la producción de TLRs e iNOS por los macrófagos (Buxadé M, 
2012). Sin embargo, se requieren más antecedentes para dilucidar la compleja 
relación que existe entre NFAT5 e iNOS y la influencia que tienen una sobre la 
otra en presencia de hipoxia, H/R e hipertonicidad. 
 
A lo largo del periodo experimental, se trató de demostrar la presencia e 
intensidad de la proteína iNOS en las células MEF Wt y Ko para NFAT5. Sin 
embargo, dicha proteína se pudo ver en pocas ocasiones y muy débilmente, lo 
que en su momento fue atribuido a las condiciones del anticuerpo primario, la 





un control positivo que demostrara el real funcionamiento del anticuerpo, no se 
pudo corroborar de manera certera que este reactivo fuese el factor crítico. 
Motivo por el cual se ideó un experimento basado en la expresión de iNOS bajo 
estímulo de luz UV, el cual ya estaba descrito en estudios previos en células 
MEF (Wu W, 2013), con este experimento se pretendía contar con un control 
positivo para iNOS y finalmente estandarizar las condiciones para el anticuerpo 
primario. Lamentablemente los resultados del Western blot no fueron 
concluyentes. No obstante, aparte de realizar Western blot al lisado de las 
células sometidas a radiación UV, se conservó el medio de cultivo DMEM y se 
efectuó la medición del NO presente en este. Estos resultados apoyan de 
manera indirecta la teoría sobre el efecto que NFAT5 pudiese tener sobre la 
expresión de iNOS. Al observar un Western blot de iNOS (Figura 6.14), se 
puede apreciar el aumento en su expresión en condiciones de hipoxia e 
hiperosmolaridad en las células Wt, siendo más abundante en la condición de 
hipoxia. Además se aprecia aún mayor abundancia de la proteína en las células 
Ko, conservando el mismo patrón que en las Wt, mayor expresión en hipoxia, 
que en hiperosmolaridad. Coincidentemente la medición de NO del medio de 
cultivo arrojo un resultado similar; en ambas condiciones, tanto las que se 
trataron con radiación UV como las que no (condición de normoxia a 37ºC), se 
observó una mayor producción de NO por las células Ko, que por las células 
Wt,  siendo las células Ko sometidas a radiación UV, las que evidenciaron la 
mayor cantidad de NO en su medio.   
 
El análisis del Western blot en condiciones de hipoxia e hiperosmolaridad, 
sumado a la cuantificación de NO efectuado a los medios de cultivos expuestos 
a radiación UV, sugieren una influencia de NFAT5 sobre el comportamiento de 
iNOS, al ser este más abundante en las células Ko, se infiere un control 
negativo de NFAT5 sobre la expresión de iNOS en las células Wt. No obstante, 
dichos resultados se obtuvieron de sets experimentales distintos y sólo fueron 
realizados una vez cada uno, por lo tanto al no ser reproducibles, estos 





número de experimentos para obtener antecedentes que sean válidos y así 




7.3. Determinar el efecto de la hipoxia en la expresión de HSP70 en 
células MEF de tipo Wt y Ko para NFAT5. 
 
 
Debido que en los ensayos realizados con las 5 condiciones; normoxia 21%, 
hipoxia 1% 8 h, H/R 16, H/R 24 e hiperosmolaridad, no se obtuvieron resultados 
medibles de HSP70, se expuso solamente el resultado de hipoxia e 
hiperosmolaridad en células MEF Wt y Ko. En el gráfico de la Figura 6.15, se 
puede observar el aumento en la expresión de HSP70 en condiciones de 
hipoxia, así como un marcado aumento en la condición de hiperosmolaridad, lo 
que coincide con publicaciones anteriores que se refieren la respuesta de las 
células animales ante la hipertonicidad, donde se ve involucrada la proteína 
HSP70 (Rocchi L, 2013), particularmente en las células de la médula renal 
(Beck FX, 2005), así como en células del epitelio bronquial (Tu J, 2011), entre 
otras. 
 
Dado que la expresión de HSP70  conserva un patrón similar tanto en las 
células Wt como en las Ko, mostrando un ligero aumento en las células tipo Wt, 
(gráfico de la Figura 6.15), es preciso admitir que la activación de HSP70 no es 
del dominio exclusivo de NFAT5, sino que obedece a múltiples factores, entre 
ellos cabe mencionar la compleja relación existente entre HSP70 y HIF-1α. 
Dicho factor ha sido ampliamente estudiado por su rol en el desarrollo, 
modulación y progresión de múltiples patologías, tales como la osteoartritis 
(Inoue H, 2015), angiogénesis de tumores (Hutt DM, 2014), y la respuesta 
citotóxica de células NK (Natural killer) frente a procesos tumorales (Schilling D, 





HSP70 y HIF-1α, por lo que vale la pena establecer nuevos modelos 
experimentales que incluyan por ejemplo, inhibidores farmacológicos de HIF-1α 
para estudiar el comportamiento de HSP70 en las células MEF, para así 
comparar la expresión de esta proteína en condiciones de hipoxia, H/R e 
hiperosmolaridad, en presencia o ausencia de HIF-1α y adicionalmente evaluar 
la influencia de NFAT5 sobre HSP70. Esto dado que existen estados 
patológicos en los cuales se ha descrito una relación de dominio entre HIF-1α, 
NFAT5 y HSP70, como lo indican estudios en placentas preeclámpticas, donde 
se demuestra que HIF-1α regula positivamente la inducción de NFAT5 y HSP70 
por hipoxia placentaria, a su vez, NFAT5 estimula la transcripción de HSP70 en 
respuesta a dicha hipoxia, esto se efectuó en modelos de hipoxia de placenta 
humana in vitro (Park JK, 2014). 
 
Debido a que no se obtuvo reproducibilidad total entre los experimentos, los 
resultados no logran ser del todo concluyentes dejando como consecuencia, la 
necesidad de seguir experimentando en células MEF a NFAT5 y su inducción 
río abajo con AQP1, HSP70 e iNOS en células MEF Wt y Ko condicionándolas 






CAPÍTULO 8. CONCLUSIONES 
 
 
El interés de conocer el comportamiento molecular de NFAT5 y su inducción 
de genes blanco, nace al investigar que es una proteína implicada en procesos 
biológicos tan importantes como la mantención, protección y reparación a nivel 
celular. Al observar las proteínas AQP1, HSP70 e iNOS, implicadas en 
procesos mediados por NFAT5, se formuló la hipótesis donde la activación de 
NFAT5 durante hipoxia e H/R, aumenta la transcripción de genes AQP1, HSP70 
e iNOS. Con esto se realizaron dichos experimentos en los que se observó que 
AQP1 en células MEF Wt aumenta su expresión en hipoxia e H/R y que incluso 
su expresión es directamente proporcional a medida que pasa el tiempo, 
además en células MEF Ko, la expresión de AQP1 se ve muy reducida siendo 
en ocasiones indetectable, sugiriendo que la expresión de AQP1 depende de 
NFAT5 por lo que se deben hacer los experimentos de reconstitución de NFAT5 
en las células Ko para demostrar este efecto sobre AQP1. 
 
En los procesos experimentales de HSP70, con células MEF Wt en hipoxia 
se observó el aumento de la proteína, en células MEF Ko, la proteína 
disminuyó. Sin embargo, conservó parcialmente su expresión, lo que no 
descarta el condicionamiento de NFAT5 en su expresión, pero se infiere que 
hay más de un factor implicado en su regulación. Los estudios de H/R en 
HSP70 no lograron ser efectivos, es por esto que no se logra dar un análisis 
certero a esta condición. 
 
 Los experimentos donde se midió la expresión de iNOS con células MEF Wt 
en hipoxia, revelaron un aumento en la expresión de la proteína, al igual que en 
condiciones de hiperosmolaridad y en células MEF Ko los valores de expresión 
resultaron ser aún mayores, no obstante se necesitan más antecedentes para 





Por lo tanto queda de manifiesto la relevancia de NFAT5 en la activación por 
hipoxia de AQP1. También podría tener un grado de participación en la 
activación HSP70 y en algún nivel inhibe la expresión de iNOS. Cabe destacar 
la importancia e influencia de HIF-1α en el desarrollo de todas estas vías 
metabólicas adaptativas a la injuria, hipoxia y/o estrés. Además, en ésta y otras 
investigaciones, se observa la individualidad de expresión entre NFAT5 y HIF-
1α, por lo que NFAT5 no regula la expresión de HIF-1α.  
 
Se pueden estudiar cada una de estas proteínas individualmente, pero 
finalmente se requerirá de un estudio integral, para comprender los procesos 
fisiológicos clave en las respuestas celulares a la injuria, lo que eventualmente 
se podría traducir en el desarrollo de nuevas terapias, así como de 
biomarcadores y técnicas de conservación de tejidos. 
 
La investigación de estas proteínas tuvo como finalidad conocer mecanismos 
moleculares y a futuro poder mejorar el desarrollo de terapias dedicadas a la 
protección celular, orientados a la necesidad de extender la función y sobrevida 
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Anexo A. Protocolo del uso de la cámara de hipoxia 
 
 
1.- Girar la purga dorada hacia la izquierda. 
2.- Girar hacia la derecha la manilla gris del cilindro de N2 balanceado con CO2. 
3.- Girar la manilla negra del mismo cilindro hacia la derecha (hasta que el 
manómetro se desplace a 2 PSI). 
4.- Subir la palanca de gas a ON. 
5.- Cerrar la purga dorada hacia la derecha. 
6.- Poner las placas dentro de la cámara de hipoxia. 
Al terminar el experimento: 
7.- Para cerrar el sistema, se gira hacia la izquierda la manilla gris del cilindro 
de N2 balanceado con CO2. 
8.- Los manómetros deben llegar a cero  
9.- Abrir la purga de color dorado hacia la izquierda. 
10.- Girar la manilla negra del cilindro negro hacia la izquierda para cerrar el 
paso de nitrógeno con CO2. 
11.- Bajar la palanca de gas a OFF. 
 
 
Anexo B. Protocolo de hipertonicidad (500 mOsm) 
 
 
1.- Masar 11,972 gr de NaCl 8200 mOsm. 





3.- En campana de flujo laminar, tomar 50 µl de NaCl 500mOsm por cada 2 ml 




Anexo C. Protocolo de cultivo celular  
 
 
1.- Entibiar el medio DMEM y PBS 1X durante 30 min. a 37°C en baño 
termorregulador. 
2.- En sala de cultivo, bajo campana de flujo laminar, retirar el medio DMEM 
que contienen las placas de cultivo con las células MEF Wt y Ko. Esto se 
trabaja en extremas condiciones de esterilidad. 
3.- Lavar placas de cultivo con 5 ml de PBS 1X y retirar la solución (placa de 10 
cm). 
4.- Tripsinizar (Anexo B) placas de cultivo con células MEF Wt y Ko, 3 ml de 
tripsina 1X e incubar por 7 min en la incubadora con 5% CO2 a 37°C.  
5.- Sacar placas e cultivo de la incubadora y disgregar la formación de grumos 
que se producen, esto se logra pipeteando en la placa, luego se trasvasija el 
contenido a un tubo estéril.  
6.- Agregar 6 ml de medio DMEM para detener el efecto de la tripsina. 
7.- Centrifugar el tubo estéril a 2.000 rpm durante 2 min. a temperatura 
ambiente (pellet contiene todas las células). 
8.- Eliminar el sobrenadante y quedando el pellet en el tubo, se agrega 5 ml de 
medio DMEM, y se retira una alícuota para realizar un conteo celular en cámara 
de Neubauer (Anexo C). 
9.- Al tener el número de células por milímetro cúbico (volumen), se trasvasijan 
las células a una placa estéril.  
10.- Para mantener el cultivo celular se debe usar una placa de cultivo, en la 







Anexo D. Protocolo de tripsinización 
 
 
1.- Sacar la placa de la estufa, colocar bajo campana. 
2.- Aspirar el medio DMEM. 
3.- Añadir 5 ml de PBS 1X y enjuagar. 
4.- Aspirar PBS 1X. 
5.- Añadir 3 ml de Tripsina 1X  e incubar durante 7 min en Cámara incubadora. 
6.- Resuspender y disgregar las células para luego trasvasijar el contenido a 
tubo Falcon 15 ml. 
7.- Centrifugar 2000 rpm a 22ºC x 2 min. 
8.- Aspirar sobrenadante. 
9.- Añadir 5 ml medio DMEM. 
10.- Resuspender células hasta no observar cúmulos celulares. 




Anexo E. Protocolo de conteo celular 
 
 
1.- Resuspender las células en 5 ml de medio DMEM. 
2.- Sacar 10 μl de la suspensión celular más 10 μl de Azul Tripan y 
homogenizar. 
3.- Preparar la cámara de Neubauer con un cubre objetos. 
4.- Agregar 10 μl de la muestra homogenizada, entre la cámara de Neubauer y 
el cubre objetos. 
5.- Llevar la cámara de Neubauer al microscopio y enfocar con los objetivos en 





6.- Realizar el conteo celular en los cuadrantes que están designados con el 
n°1, 2, 3 y 4, lo que dará el n° de células contadas (Figura Anexo E).  
 
 
FIGURA E.16. Cámara de Neubauer. 
 
7.- Luego sacar el número total de células a sembrar que corresponda, 
mediante la siguiente ecuación: (Fórmula Anexo E). 
 
 







Anexo F. Protocolo cosecha celular 
 
 
1.- Preparar una base de hielo en un contenedor y poner las placas de cultivo 
directamente en hielo. 
2.- Retirar el medio de las placas de cultivo. 
3.- Agregar PBS 1X para lavar placas de 10 cm: 2 ml; placas de 6 cm: 1 ml, 
este procedimiento se realiza 2 veces por cada placa a cosechar (el PBS se 
agrega por la orilla de la placa). 
3.- Dejar decantar la placa sobre hielo y retirar el PBS que escurra. 
4.- A las placas de 10 cm se le agregan 100 µl de buffer de lisis; a las placas de 
60 mm se le agregan 80 µl de buffer de lisis. 
5.- Luego con un cell Scrapers se realiza un rastreo a toda la placa; todas las 
células se aspiran con micropipeta y se depositan en un Eppendorf de 1,5 ml. 
6.- A la muestra en los Eppendorf se le realiza una agitación en vortex durante 




Anexo G. Determinación de proteínas por el método de BCA 
 
 
1.- Los tubos Eppendorf con las muestras obtenidos de la cosecha celular 
guardados en  -80ºC, junto al BSA (Albumina de Suero Bovino), se descongelan 
en agua a temperatura ambiente. 
2.- En una placa de 96 pocillos, realizar una curva estándar por duplicado. 
3.- Contabilizar el total de muestras a cuantificar, para determinar el número 
total de pocillos que se utilizarán. Las muestras deben cuantificarse por 
triplicado. 





5.- Centrifugar las muestras en ultracentrífuga a 13.200 rpm por 10 minutos a 
4ºC. 
6.- Extraer el máximo del sobrenadante y llevar a otros Eppendorf previamente 
etiquetados. 
7.- Preparación del reactivo BCA: agregar por cada 10 ml de BCA, 200 µl de 
Sulfato de cobre. 












9.- Cubrir la placa con papel aluminio para evitar que la luz produzca 
interferencias con la reacción. 
10.- Agitar la placa por 30 segundos a 250 rpm en agitación orbital. 
11.- Incubar placa por 30 minutos. 
12.- Leer absorbancias en lector. 
13.- Realizar curva estándar en una tabla Excel. Agregar el buffer de carga 




Anexo H. Preparación de geles de acrilamida-bisacrilamida (1,5 mm) 
  
 
1.- Realizar la preparación de los geles en tubos Falcon de 50 ml (Tabla Anexo 
H.2). 
2.- Montar placas de vidrio para gel en soporte de vidrios y revisar si existe 
alguna filtración. 
3.- Poner el gel de separación 7,5% ó 12% entre las placas de vidrio y esperar 
polimerización. 
4.- Una vez polimerizado el gel de separación, poner gel concentrador 4% e 
insertar peineta para separación de pocillos. 
5.- Al polimerizar el gel concentrador, retirar la peineta de separación de pocillos 
















Anexo I. Anticuerpos primarios 
 
 











Anexo J. Protocolo técnica de Western blot 
 
 
1.- Cargar 5 µl del estándar de proteínas en primer pocillo del gel de acrilamida-
bisacrilamida. 
2.- Cargar muestras en pocillos del gel las concentraciones correspondientes 
indicadas en la tabla Excel hecha para la determinación de proteínas, con 
volumen equivalente a 50 µg de proteínas. 
3.- Realizar electroforesis del gel en buffer de corrida 1X (TG-SDS), en 80 V por 
15 min aproximadamente (o hasta que el frente de avance atraviese el gel 
concentrador), luego subir el voltaje a 120 por 75 min aproximadamente. 
4.- Después de la electroforesis, para realizar la transferencia de proteínas a la 
membrana de nitrocelulosa, preparar el cassette de transferencia con esponja 
de base y papel filtro (sándwich). Siempre se deben retirar burbujas en pasos 4, 
5, 6, 7. 
5.- Despegar el gel de acrilamida de las placas de vidrio y poner sobre papel 
filtro. 
6.- Sobre el gel, cuidadosamente poner la membrana de nitrocelulosa. 
7.- Cubrir la membrana con papel filtro y esponja.  
8.- Insertar el cassette de transferencia en cámara con 1 litro de buffer de 
transferencia 1X (el buffer se debe mantener bajo condiciones de frío, por lo 
que se debe poner una paquete refrigerante dentro de la cámara y rodear la 
cámara de hielo, además de poner la cámara dentro de un refrigerador a 4°C). 
9.- Realizar transferencia con 250 a 350 mA durante 90 min.  
10.- Retirar la membrana del cassette de transferencia y lavar 2 veces con PBS 
1X durante 5 min a 250 rpm en agitación orbital. 
11.- Retirar el PBS 1X y agregar a la membrana 5 ml de solución de bloqueo al 
5% (leche descremada al 5% diluida en PBS 1X). El bloqueo se realiza durante 





12.- Eliminar la solución de bloqueo y lavar la membrana 2 veces con 5 ml de 
PBS 1X durante 5 min a 250 rpm en agitación orbital. 
13.- Cortar las membranas siguiendo los pesos moleculares indicados por el 
estándar de proteínas, según los pesos moleculares de las proteínas a estudiar. 
14.- Incubar las membranas con 2 ml de anticuerpos primarios específicos para 
la proteína a estudiar (1:1.000). La incubación se realiza durante toda la noche 
a 4°C con agitación oscilante. 
15.- Recuperar el anticuerpo primario y lavar la membrana 2 veces con 5 ml de 
PBS 1X durante 5 min a 250 rpm en agitación orbital. 
16.- Preparar los anticuerpos segundarios según especificidad del primario 
(1:15.000, diluido en PBS 1X o leche descremada al 2%). 
17.- Agregar 2 ml de anticuerpos segundarios a cada membrana e incubar a 
temperatura ambiente durante 2 h en agitación oscilante. 
18.- Eliminar el anticuerpo secundario y lavar la membrana 2 veces con 5 ml de 
PBS 1X durante 5 min a 250 rpm en agitación orbital. 





Anexo K. Densitometrías en tabla Excel 
 
 
TABLA 4. Densitometrías en muestra 20150512. 
Utilizada cómo controles para NFAT5, HIF-1α y AQP1, en donde se utilizaron 
las proteínas normalizadas por su β-Actina para realizar los gráficos en el 







Anexo L. Densitometrías en Graph Prism 
 
 
TABLA. L.5. Sumatoria de normalización de NFAT5 de 6 muestras 
diferentes con 3 estímulos. 
En el programa Graph Prism 6 se realizó la adición de las normalizaciones de 
NFAT5 obtenidas a partir de una tabla Excel, estos valores se ordenaron por 
grupo según condición experimental, donde además se obtuvo la desviación 





Anexo M. Densitometrías en Graph Prism 
 
 
TABLA 6. Sumatoria de normalización de NFAT5 de 4 muestras diferentes 
con H/R. 
En el programa Graph Prism 6 se realizó la adición de las normalizaciones de 
NFAT5 obtenidas a partir de una tabla Excel, estos valores se ordenaron por 
grupo según condición experimental, donde además se obtuvo la desviación 









Anexo N. Densitometrías en Graph Prism 
 
 
TABLA 7. Sumatoria de normalización de HIF-1a de 8 muestras diferentes 
con 3 condiciones. 
En el programa Graph Prism 6 se realizó la adición de las normalizaciones de 
HIF-1α obtenidas a partir de una tabla Excel, estos valores se ordenaron por 
grupo según condición experimental, donde además se obtuvo la desviación 










Anexo Ñ. Densitometrías en Graph Prism 
 
 
TABLA 8. Normalización de AQP1 en curva de hipoxia. 
En el programa Graph Prism 6 se realizó la adición de la normalización de 
AQP1 obtenida a partir de una tabla Excel, estos valores se ordenaron por 





Anexo O. Densitometrías en Graph Prism 
 
 
TABLA 9. Sumatoria de normalización de AQP1 de 6 muestras diferentes 
con 3 condiciones. 
En el programa Graph Prism 6 se realizó la adición de las normalizaciones de 
AQP1 obtenidas a partir de una tabla Excel, estos valores se ordenaron por 
grupo según condición experimental, donde además se obtuvo la desviación 









Anexo P. Densitometrías en Graph Prism 
 
 
TABLA 10. Determinación indirecta de iNOS. 
En el programa Graph Prism 6 se realizó la adición de los valores fluorométricos 
obtenidos a partir de una tabla Excel, donde se hizo un triplicado de 
mediciones, estos valores se ordenaron por grupo según condición 






Anexo Q. Densitometrías en tabla Excel 
 
 
TABLA 11. Densitometrías de la muestra 20150512. 
Utilizada cómo recolección y análisis de datos para iNOS y HSP70, en donde se 
utilizaron las proteínas normalizadas por su β- Actina para realizar los gráficos 
en el programa Graph Prism 6. 
 
